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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
古典的フェニルケトン尿症（PKU）はフェニルアラニン水酸化酵素（PAH）の酵素活性低下
による先天性アミノ酸代謝異常症である。新生児期早期からの食事療法により正常発達が望める
ため、早期診断や出生前診断が重要な意義を持っ。近年、遺伝学的手法の発達により、これを用
いたPKU患者の出生前診断が可能となってきた。PAH遺伝子の解析の多くは白人を対象とし
てなされてきた。わずかに散見される日本人PAH遺伝子の解析の結果からは、白人における遺
伝子変異と日本人のそれとではかなり相違のあることが推測されている。よって、白人での結果
から、日本人PKU患者の遺伝学的診断を行うことはできない。
本研究では、日本人におけるPKU患者の早期診断および出生前診断に有用な遺伝学的家系解
析法を確立するため、日本人PKU患者とその家族を対象に遺伝学的検索を行った。
〔方　法〕
日本人PKU患者の5例と、そのうちの家族の協力の得られた3家系を家系解析の対象とした。
各対象者の末梢白血球よりゲノムDNAを抽出し解析に用いた。
1）RPLPs（制限酵素断片長多型）ハプロタイプ分類：ハプロタイプ分類は7種類の制限酵
素による、8種類のRELPsの組み合わせによってなされる。ゲノムDNAの7〟gずっをそれ
ぞれの制限酵素で処理した後、サザンプロット法にてRELPsを検出した。プローブには、
PAHcDNAを用いた。
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2）PCR－SSCP（単鎖DNA構造多型）検出法：PHA遺伝子の13エクソンを増幅するための
プライマーは、独自にクローニングしたPAHゲノムDNAの塩基配列より設計し、合成した。
PCR反応液中にa－32p－dCTPを基質として加え、PCR増幅断片をラベルした。電気泳動は30
ワットの定電力で行った。増幅断片が長いときは、適当な制限酵素で処理してから泳動すること
もあった。
3）塩基配列変異の検出：2）で増幅断片の泳動度に変化の見られたエクソン領域について、
PCR一直接塩基配列決定法を行った。塩基配列変異の兄いだされたときには、その変異の容易に
検出できる方法を検討した。
〔結　果〕
1）RFLPsハプロタイプ分類：患者5例のうち4例はハプロタイプ4のホモ接合体で、1例
はハプロタイプ2のホモ接合体であった。
2）家系珍断：症例1の家系（両親はいとこ婚）はハプロタイプ分類のみで患者同胞が保因者
であることがわかっていた。エクソン7領域におけるPCR－SSCP検出法で患者DNA断片には
変異バンドを認め、これによっても患者同胞の診断は可能であった。症例2の家系は家族全員が
ハプロタイプ4のホモ接合体で家系診断ができなかった。エクソン6領域における制限酵素処理
を加えたPCR－SSCP検出法で、上流側断片には母親、患者および同胞に、下流側断片には父親
と患者に変異バンドが認められた。この結果、患者同胞は保因者と診断された。症例3の家系で
は、母親がハプロタイプ4のホモ接合体であるために患者同胞の診断ができなかった。エクソン
7領域におけるPCRTSSCP検出法で、母方祖父、母親および患者に変異バンドが認められ、こ
れが母方に伝わる変異対立遺伝子のマーカーになると考えられた。患者同胞の二人には母方の変
異対立遺伝子を伝えていないため、ハプロタイプ分類とあわせて、第2子は正常者、第3子は保
因者と診断された。
3）塩基配列変異部位の検出：症例1の患者及び症例2の患者について、PCR－SSCP検出法
で変異バンドのあったエクソン領域の塩基配列を検討した。症例1の患者ではエクソン7内のコ
ドン261にCGA（Arg）→TGA（terminationcodon）の一塩基置換によるナンセンス変異を
兄いだした。症例2の患者にはエクソン6内のコドン173にCCC（Pro）→ACC（Thr）、コド
ン224にATT（Ile）→ATG（Met）のミスセンス異変を兄いだした。これらはいずれも過去に
未報告のものであった。コドン261とコドン173の変異は新たに制限酵素認識部位を生じさせた
ため、PCR法と制限酵素処理を組み合わせて、容易にその変異の存在を確かめることができた。
〔考　察〕
対象患者5例のうち4例までがハプロタイプ4のホモ接合体で、この偏りは過去の報告どおり
であった。
ハプロタイプ分類で、家系解析の可能であったのは1家系のみであった。PCR－SSCP検出法
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による解析を加えることで、3家系ともに患者同胞の診断が可能となり、この検出法の有用性が
認められた。特に、制限酵素処理を加えたPCR－SSCP検出法は変異バンドの検出に有用で、今
後のこの種の解析に大いに利用すべき方法と考えられた。
PCR－SSCP検出法で兄いだされた変異バンドに相当して、過去に報告例のない3ヶ所の一塩
基置換が兄いだされ、日本人PKU患者では遺伝子変異部位が多様性に富むことを支持した。こ
のことから、未知の遺伝子変異まで検出する可能性の高いPCR－SSCP検出法は日本人PKU患者
の家系解析に適し、さらに、この検出法が家系内における患者の早期診断や出生前珍断に極めて
役に立つと考えられた。
〔結　論〕
日本人PKU患者家系において、PCR－SSCP検出法は家系解析や新たな遺伝子変異部位の検出
に有用で、家系内における早期診断や出生前診断への応用を期待できる方法と考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
古典的フェニルケトン尿症（PKU）は新生児期からの食事療法が良好な予後をもたらす先天
代謝異常症である。それゆえ家系解析による出生前診断が重要な意義を持つが、これまで日本人
PKU患者家系を対象とした有用な診断法はなかった。本研究は日本人PKU患者家系における
家系解析をpolymerase chain reaction－Single strand conformation polymorphism
（PCR－SSCP）検出法を用いて行うとともに、新たな遺伝子変異部位の検出も試みて、将来の早
期診断や出生前珍断に役立てようとしたものである。
著者は新生児マススクリーニングにより発見された古典的PKUの5症例のうち家族の同意の
得られた3家系について、reStrictionfragmentlengthpolymorphisms（RFLPs）ハプロタイ
プ分類とPCR－SSCP検出法を施行し、家系解析を行った。その結果、従来から行われているハ
プロタイプ解析で確実な家系診断を行いうるのは1家系のみであったが、PCR－SSCP検出法に
よる解析を加えることで、対象となった3家系のすべてに家系診断が可能となった。日本人
PKU患者の遺伝子解析法としては主にRFLPsハプロタイプ分類による解析が行われてきたが、
日本人ではハプロタイプ4の圧倒的優位のため、これを利用した家系解析はあまり有用ではなかっ
た。そこで、本研究では、PCR－SSCP検出法が未知の塩基配列変異までも検出することを利用
し、これによる家系解析が診断率の向上に大いに役立つことを示した。実際、PCR－SSCP検出
法によって兄いだされた変異バンドからは過去に未報告の3ヶ所の一塩基置換が発見された。即
ち、コドン261（Arg→Termination）のナンセンス変異とコドン173（Pro→Thr）およびコ
ドン244（Ile→Met）のミスセンス変異である。これらは、日本人PKU患者の遺伝的および病
因的特徴を解明していく上で有力な手掛かりとなる。また、これらのうち2ヶ所については
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radioisotopeを用いずに容易に検出できることも示した。
以上の成果は日本人PKU患者の出生前診断や早期診断の診断率の向上につながり、より早期
からの治療開始を可能とするもので、臨床的に極めて意義がある。よって、博士（医学）の学位
論文として価値あるもの認める。
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